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重组人缺氧诱导因子１α腺相关病毒载体的构建及表达
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［摘要］　目的：构建重组人缺氧诱导因子１α腺相关病毒载体 （ｒＡＡＶＨＩＦ１α），并观察其在原代培养海马神经细胞中的表

达。方法：构建含人类 ＨＩＦ１α基因的ＡＡＶ载体质粒ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α，转染ＢＨＫ２１细胞并选择培养获得的Ｇ４１８抗性细胞，

即ＡＡＶ载体细胞株，以重组单纯疱疹病毒感染此细胞株获得ｒＡＡＶＨＩＦ１α，ＰＣＲ技术鉴定病毒，地高辛标记的ＣＭＶ探针点

杂交方法测定重组病毒滴度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳测定病毒纯度，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测目的蛋白的表达。结果：ＰＣＲ证实ｒＡＡＶ

ＨＩＦ１α内含有人ＨＩＦ１α基因序列，病毒滴度为１×１０１２ｖ．ｇ．／ｍｌ，纯度大于９８％，感染原代培养海马神经细胞后能够表达目的

蛋白。结论：成功构建了ｒＡＡＶＨＩＦ１α，为进一步应用该基因进行临床基因治疗提供了实验依据。
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　　近年来病毒载体介导的阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉ
ｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）基因治疗迅速发展并取得初步
成功［１２］，但仍有众多难题亟待解决，其中选择适当
的基因载体以将具有治疗价值的基因导入靶细胞并

使其有效表达是ＡＤ基因治疗研究的关键所在。腺
相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）载体具有
安全性好，免疫原性低，宿主细胞范围广，能介导外
源基因在体内长期稳定表达，并且不表达任何病毒
自身蛋白基因等优点，是目前基因治疗研究中应用
最为广泛的载体之一。缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是一种在缺氧应答过程
中起重要作用的核转录因子［３４］，广泛参与缺氧诱导
的细胞适应性反应，已成为缺氧应答时基因表达和恢
复细胞内环境稳定的调节中心。最近研究证实 ＨＩＦ
１α尚具有神经保护作用，能够减弱氧化应激等因素对

皮质神经细胞的损伤作用［５］。因此，本实验选用

ＡＡＶ 为基因载体，人 ＨＩＦ１αｃＤＮＡ为治疗基因，构
建重组人缺氧诱导因子１α腺相关病毒载体（ｒＡＡＶ
ＨＩＦ１α）并转染原代培养的海马神经元，为进一步应
用该基因进行ＡＤ的临床基因治疗奠定基础。

１　材料和方法

１．１　载体与试剂　含人 ＨＩＦ１α基因质粒ｐＢＳＫｈ
ＨＩＦ１αＴ７由瑞士苏伊士大学 Ｇａｓｓｍａｎｎ教授惠赠
（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｕ２２４３１）， 通 用 型 ＡＡＶ 载 体

ｐＳＮＡＶ２．０、ＡＡＶ载体包装系统、ｒＡＡＶ２／ｌａｃＺ及具
有ＡＡＶ复制和包装功能的重组１型单纯疱疹病毒
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ＨＳＶ１ｒｃ／ΔＵＬ２由本元正阳基因技术有限公司提
供。ＤＭＥＭ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胎牛血清、马血
清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；阿糖胞苷、抗人 ＨＩＦ１α单克
隆抗体及多聚赖氨酸购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　ｒＡＡＶＨＩＦ１α的构建　限制性内切酶双酶切

ｐＢＳＫｈＨＩＦ１αＴ７质粒获取人 ＨＩＦ１α基因片段，构
建含人 ＨＩＦ１α基因的 ＡＡＶ 载体质粒 ｐＳＮＡＶ
ＨＩＦ１α。按ＧｉｂｃｏＢＲＬ产品说明书提供的方法，用

ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００将ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α质粒转染６
孔板中的ＢＨＫ２１细胞，２４ｈ后用０．８ｍｇ／ｍｌＧ４１８
选择培养。待抗性克隆生长至孔底面积的１／２左右
时，用胰酶消化，继续用Ｇ４１８选择培养直至细胞长
满，传代后换用不含 Ｇ４１８的培养液。将此混合细
胞株命名为ＢＨＫ／ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α，即ＡＡＶ载体细
胞株。将ＡＡＶ载体细胞株用转瓶培养，细胞长满
后用 ＨＳＶ１ｒｃ／ΔＵＬ２感染（ＭＯＩ为０．１）该细胞株。
待４８ｈ细胞完全病变、容易脱落时，盖紧瓶盖剧烈
振摇，将瓶壁上的细胞全部洗脱至培养液中，然后采
用氯仿处理ＰＥＧ／ＮａＣｌ沉淀氯仿抽提技术粗纯化

ＡＡＶ病毒，透析袋浓缩法进一步浓缩 ＡＡＶ病毒，
即得到用于细胞实验的ｒＡＡＶＨＩＦ１α（图１）。进行
酶切及ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ引物由本元正阳基因有限公
司设计（上游引物５′ＴＡＡＧＡＡ ＡＣＣＡＣＣＴＡＴ
ＧＡＣＣＴ３′，下游引物５′ＴＧＡ ＧＴＴ ＴＣＡ ＡＣＣ
ＣＡＧＡＣＡＴＡ３′）。

图１　ＡＡＶ载体质粒ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α构建示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｕｔｌｉｎｅｆｏｒ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＳＮＡＶＨＩＦ１α
ＩＴＲ：Ｔｈｅｉｎｖｅｒｔｅｄｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔｏｆｔｈｅａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ；
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ｌｙｇｅｎｅｓ；ｈＨＩＦ１α：Ｈｕｍａｎｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α；ＢＧＨｐｏｌｙ

Ａ：Ｂｏｖｉｎｅｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓ；Ａｍｐｒ：Ｔｈｅａｍ
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１．３　ｒＡＡＶＨＩＦ１α滴度的测定　以ｐＳＮＡＶ质粒
为模板，ＰＣＲ法标记探针。用地高辛标记的ＣＭＶ
探针点杂交方法对经梯度稀释的病毒原液和标准品

进行检测，依据检测到的杂交信号判断病毒滴度。

１．４　ｒＡＡＶＨＩＦ１α纯度的测定　采用凝胶扫描图
像分析系统，分析ｒＡＡＶＨＩＦ１α样品经１０％的

ＳＤＳＰＡＧＥ后所得蛋白条带测定病毒纯度，加样孔
加ｒＡＡＶＨＩＦ１α样品１５μｇ。电泳完毕后用考马
斯亮蓝染色，脱色液脱色至显出低背景的、清晰的条
带。

１．５　海马神经元培养及转染　取新生１ｄ内的ＳＤ
大鼠，７５％乙醇浸泡５ｍｉｎ后，在超净工作台中取
脑，仔细剥除脑膜及血管，分离出海马并剪碎，加入

０．１２５％胰蛋白酶溶液３７℃消化２０ｍｉｎ，用含１０％
胎牛血清、５％马血清 ＤＭＥＭ 培养基终止消化，

２００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，用上述血清培养基重新
悬浮细胞沉淀，吹打均匀，用２００目不锈钢网过滤制
成单细胞悬液，以５×１０５ｃｅｌｌ／ｍｌ接种于预先用多聚
赖氨酸包被的６孔培养板中，每孔１ｍｌ，每隔２～３ｄ
换液１次，培养第４天加入终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的
阿糖胞苷作用１～２ｄ，以抑制非神经细胞的繁殖。
培养第６天吸去培养液，每孔加入无血清培养基

５００μｌ，按１×１０
５ｖ．ｇ．／ｃｅｌｌ滴度加入ｒＡＡＶＨＩＦ１α

及ｒＡＡＶ２／ｌａｃＺ，３７℃、５％ＣＯ２孵育１ｈ后，吸去每
孔液体，加入１ｍｌ／孔含１０％胎牛血清、５％马血清
的ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ＣＯ２培养７２ｈ后，检测
海马神经元表达产物。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技术检测 ＨＩＦ１α蛋白的表达　
收集 转 染 ｒＡＡＶＨＩＦ１α 的 海 马 神 经 元 （简 称

ｒＡＡＶＨＩＦ１α组）、转染载体对照ｒＡＡＶ２／ｌａｃＺ的
海马神经元（简称 Ｖｅｃｔｏｒ组）以及未转染的海马神
经细胞（简称Ｎｏｒｍａｌ组），提取细胞总蛋白，考马斯
亮蓝蛋白定量。按１００μｇ／孔加样量计算应加细胞
总蛋白的体积。ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白后，１００Ｖ电
转移３ｈ至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭过夜，

ＰＢＳ清洗 ＰＶＤＦ膜。加入小鼠抗人 ＨＩＦ１α（１

１０００）单克隆抗体，４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗。加入
二抗（１２０００）ＨＲＰ兔抗小鼠抗体，３７℃孵育１ｈ，

ＰＢＳ清洗，ＤＡＢ法显色，采用Ｌａｂｗｏｒｋｓ４．０图像分
析系统扫描测定积分光密度。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０统计分析软件进
行统计处理，数据用珔ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因
素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），两样本比较采用ｔ
检验，以Ｐ＜０．０５作为判断差异显著性的标准。
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２　结　果

２．１　ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α 及 ｒＡＡＶＨＩＦ１α 鉴定结
果　利用ＫｐｎⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α
后琼脂糖凝胶电泳鉴定，可以产生３８００ｂｐ和７０００
ｂｐ两条片段，其中３８００ｂｐ片段包含 ＨＩＦ１αｃＤ
ＮＡ全长（图２）。ＰＣＲ扩增产物为３２４ｂｐ（图３）。
表明ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α及ｒＡＡＶＨＩＦ１α构建成功。

图２　重组质粒ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α酶切鉴定分析

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｐＳＮＡＶＨＩＦ１αｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
１：ｐＳＮＡＶＨＩＦ１αｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠ／ＫｐｎⅠ；２：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ１５０００

图３　ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α及ｒＡＡＶＨＩＦ１αＰＣＲ鉴定分析

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｐＳＮＡＶＨＩＦ１αａｎｄｒＡＡＶＨＩＦ１αｂｙＰＣＲ
１：ｐＳＮＡＶＨＩＦ１α；２：ｒＡＡＶＨＩＦ１α；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４：

ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．２　病毒滴度的测定　病毒滴度测定如图４所示，
横向一排是标准品，自左向右１～７号ＤＮＡ拷贝浓
度依次是２．０×１０１２，１．０×１０１２，０．５×１０１２，０．２５×
１０１２，０．１２５×１０１２，０．０６２５×１０１２，０．０３７５×１０１２

ｖ．ｇ．／ｍｌ；纵向一排是经过纯化的ｒＡＡＶＨＩＦ１α样
品，自上向下依次为ｒＡＡＶＨＩＦ１α原液、４倍稀释
品及８倍稀释品。样品与标准品对照得出结论，可
知样品原液与标准品中２号相当，即浓度为１×１０１２

ｖ．ｇ．／ｍｌ。

２．３　病毒纯度的测定　ＡＡＶ的外壳由ＶＰ１、ＶＰ２、

ＶＰ３三种蛋白质组成，相对分子质量依次为８２０００、

７２０００、６２０００，在 ＡＡＶ 病毒颗粒中 ＶＰ１、ＶＰ２、

ＶＰ３蛋白的比例约为１１１０。纯化后的ｒＡＡＶ

ＨＩＦ１α经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，ＶＰ１、ＶＰ２、

ＶＰ３三条特征性条带清晰，无其他杂带，大约符合

１１１０的比例，经凝胶扫描图像分析系统分析后
认为ｒＡＡＶＨＩＦ１α纯度大于９８％（图５）。

图４　病毒滴度检测

Ｆｉｇ４　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｂｙｄｏｔｂｌｏｔ

ｗｉｔｈｄｉｇｏｘｉｎｌａｂｅｌｌｅｄｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｐｒｏｂｅ
１７：２．０×１０１２，１．０×１０１２，０．５×１０１２，０．２５×１０１２，０．１２５×１０１２，

０．０６２５×１０１２，０．０３７５×１０１２ｖ．ｇ．／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａ：Ｓａｍｐｌｅｓｔｏｃｋ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｂ：Ｆｏｕｒｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｃ：Ｅｉｇｈｔｆｏｌｄ

ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎ

图５　病毒纯度检测

Ｆｉｇ５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｖｉｒｕｓｐｕｒｉｔｙｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
１：Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２：Ｓａｍｐｌｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．４　ＨＩＦ１α蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果
表明，各组细胞中均表达相对分子质量为１２００００
的 ＨＩＦ１α蛋白，但表达量不同。ｒＡＡＶＨＩＦ１α组
细胞 ＨＩＦ１α蛋白表达（７２７．５７±３６．０８）较 Ｖｅｃｔｏｒ
组（３３５．９４±２０．１９）、Ｎｏｒｍａｌ组（３２８．５７±２３．７１）明
显增强（Ｐ＜０．０５，ｎ＝６），而Ｖｅｃｔｏｒ组、Ｎｏｒｍａｌ组细
胞相比 ＨＩＦ１α蛋白表达无显著性差异（图６）。

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＨＩＦ１α蛋白的表达

Ｆｉｇ６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＨＩＦ１α

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；２：Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；３：ｒＡＡＶＨＩＦ１αｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

　　缺氧是影响神经系统疾病如 ＡＤ等发生、发展
的重要因素之一［６］，神经细胞因缺乏糖原储备，很容
易遭受缺氧等因素的攻击。缺氧时 ＨＩＦ１α生成增
加，通过调控糖酵解酶、促红细胞生成素、血管内皮
生长因子和一些涉及细胞生存蛋白质等的表达，调
节能量代谢，增加毛细血管网密度，改善组织血流供
应，使细胞产生适应性反应。因此，以 ＨＩＦ１α为靶
点基因治疗ＡＤ是很有希望的方案。纤维状沉积的

β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）是 ＡＤ重要病理特
征———老年斑的主要成分，其通过诱导活性氧在神
经细胞内蓄积产生氧化应激损伤、线粒体和溶酶体
功能受损导致能量代谢障碍、继发细胞内离子平衡
紊乱从而杀伤细胞，具有强烈的神经毒性。而最近
研究证实 ＨＩＦ１α能够减弱Ａβ神经毒性作用，其机
制可能与激活糖酵解、磷酸己糖途径促使还原型烟
酰胺腺嘌呤二核苷酸、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸磷酸生成增加，降低细胞内活性氧含量，减弱氧化
应激造成的神经损伤；以及促进葡萄糖载体蛋白１、
醛缩酶Ａ、乳酸脱氢酶Ａ及磷酸果糖激酶蛋白水平
表达增加，从而促进糖的转移、利用，改善脑组织能
量代谢途径等有关［７］；除上述机制外，是否尚存在其
他途径参与这一过程值得深入探讨。并且研究还发
现 ＨＩＦ１α能够减弱氧化应激等因素对视网膜神经
细胞以及 Ｃ６神经胶质瘤细胞的损伤［８１０］，均支持

ＨＩＦ１α具有神经保护作用的观点。

　　鉴于以上分析，本研究采用 ＡＡＶＭａｘ病毒包
装系统构建重组人缺氧诱导因子１α腺相关病毒载
体（ｒＡＡＶＨＩＦ１α），为 ＨＩＦ１α用于 ＡＤ基因治疗
奠定基础。与传统的ｒＡＡＶ的包装系统如双质粒
共转染加辅助病毒感染法、无辅助病毒参与的三质
粒共转染法相比，ＡＡＶＭａｘ病毒包装系统以单纯疱
疹病毒重组体为辅助病毒感染 ＡＡＶ载体细胞株，
在很大程度上模拟了野生型 ＡＡＶ 病毒的生活周
期，避免了大量提取质粒和反复转染，易于扩大生产
制备规模［１１１２］。单纯疱疹病毒是有包膜的病毒，容易
被有机溶剂和非离子型表面活化剂灭活；而ＡＡＶ 病
毒是无包膜的正二十面体病毒，十分稳定且具有“刚
性”，对氯仿、乙醚、乙醇等有机溶剂和非离子型表面
活化剂具有很好的抵抗性。利用这种病毒结构特性
上的明显差异，本研究采用氯仿处理ＰＥＧ／ＮａＣｌ沉
淀氯仿抽提技术粗纯化ＡＡＶ 病毒，透析袋浓缩法进
一步浓缩ＡＡＶ 病毒，即将粗纯化ＡＡＶ 病毒制品装
于预处理好的透析袋中，置于固体ＰＥＧ进行“吸水”

浓缩，从而缩小制品的体积，使病毒滴度达到１×１０１２

ｖ．ｇ．／ｍｌ，纯度大于９８％，成功制备了用于离体细胞和
在体动物实验的ｒＡＡＶＨＩＦ１α［１３１４］。将ｒＡＡＶＨＩＦ
１α转染原代培养海马神经元后，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技术可
检测到 ＨＩＦ１α蛋白的表达明显高于对照组，表明

ｒＡＡＶＨＩＦ１α能够有效转染海马神经元并高效表达
目的蛋白，为进一步应用ｒＡＡＶＨＩＦ１α进行临床ＡＤ
基因治疗提供了实验依据。
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